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Abstract of FR2683159 

A method for producing nanocapsules with cross- 
linked protein-based walls, comprising preparing 
emulsions of said proteins and cross-linking 
these with a cross-linking agent having reactive 
groups which react with the reactive groups of 
said proteins, particularly acylatable groups, to 
cause an interfaced cross-linking reaction 
between the proteins and the cross-linking agent, 
and thereby form capsules with walls based on 
the proteins cross-linked by the cross-linking 
agent. A fine emulsion of said proteins is 
prepared by adjusting the surface tension of the 
various liquid phases. Biocompatible and 
biodegradable nanocapsules having improved 
controlled release are thereby obtained. 
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u>4j rroceae ae Taoncaaon ae nanocapsuies a paroi a oase ae pruremws reutuiuw», imuuui^umo 
nues et compositions cosmetiques, phamiaceutiques et alimentaires en comportant application. 

(57) L'invention conceme un procede de fabrication de na- 
nocapsuies dont la paroi est a base de proteines reticuiees. 

Ce procede comprend la preparation d'emulsions desd'h 
tes prolines et une reticulation desdites proteines par un 
agent reticulant comprenant des croupes reactifs capables 
de reagir avec les groupes reacttfs des prolines, en parti- 
culier des groupes acylables, de maniere a realiser une re- 
action de reticulation interfaciale entre les proteines et 
I'agent reticulant pour former des capsules dont la paroi est 
une paroi a base de proteines reticulees par I'agent reticu- 
lant, et caracterise en ce que Ton prepare une emulsion 
tres fine desdites proteines en ajustant la tension superfi- 
cielle entre les phases liqukJes en presence. 

On obtient ainsi des nanocapsuies biocompatibles, bio- 
degradables et offrant un meilleur effet retard. 




» aa/uc 



IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 



2683159 

1 

La presente invention concerne essentiellement un procede 
de fabrication de nanocapsules a paroi a base de proteine reticulee 
ainsi que Les nanocapsules ainsi obtenues et des compositions 
cosmetiques, pharmaceutiques ou alimentaires en contenant. 
05 On sait que (.'encapsulation de substances actives est 

tres importante en vue soit de proteger le principe actif, soit de 
permettre une liberation lente ou differee du principe actif dans 
L'organisme. 

On a propose d'encapsuler les principes actifs dans des 
10 liposomes, les liposomes constituant une forme galenique 
enthousiasmante vue leur tres bonne affinity avec les membranes 
cellulaires, leur tres bonne biocompatibi Li t§ et leur taille 
submicronique. 

Cependant, ces structures presentent de nombreuses Limi- 
15 tations, voir mime des inconvenients majeurs qui peuvent se resumer 
en Les quatres points suivants : 

- Uri mauvais rendement d'encapsulation : les liposomes 
peuvent contenir ou vehiculer differents types de molecules : 
hydrophiles, lipophiles et amphiphiles. Cependant Les rendements 

20 d'encapsulation sont tres faibles dans tous Les cas, ce qui, couple 
au probleme de La diffusion des principes actifs, diminue encore 
I'efficacite des Liposomes et ne permet pas, dans bien des cas, 
d'envisager leur utilisation dans des applications therapeutiques. 

- Une mauvaise reproductibi lite des preparations lipo- 
25 somales lorsque des productions industrielles sont a mettre en 

oeuvre- 

- Une instability in vitro : elle peut se manifester de 
differentes fagons : instability chimique des lipides, instability 
de la taille des liposomes, instability de leur structure, 

30 formation d'agregats, relargage des actifs encapsules, etc ... 

- Une instability in vivo : Tinfluence des Liquides 
biologiques sur les liposomes augmente tres souvent Les 
permeabilites membranaires de ceux-ci. Selon la voie d'administra- 
tion utilisee, les liposomes peuvent etre au contact de liquides 

35 biologiques aussi divers que Le sang, les sues digestifs, Les 



2683159 

2 

liquides interstitieLs.. - et doivent par consequent etre capables 
de resister a de nombreuses interactions. Or, le contact avec La 
plupart des liquides biologiques conduit a une augmentation nette 
de la permeability membranaire des liposomes- Par fusion imparfaite 

05 avec les cellules, ou par contact avec des sels, des enzymes, - 
lipases, phospholipases, acyl-transf erases - des constituants 
plasmatiques, des sels biliaires, des sues digestifs, ou par 
simples variations de pH, les liposomes peuvent relarguer de fagon 
quasi instantanee leurs actifs dans le milieu environnant. 

10 On a egalement propose d'encapsuler les principes actifs 

dans des particules ou capsules de dimension de L'ordre de 
quelques microns- Par exemple, le deposant a propose dans le 
document FR-A-2 642 329 la preparation de microcapsules a parois 
mixtes d'atelocollagenes et de glycosaminoglycannes pour I'encap- 

15 sulation de principe actif. Cette methode est tout-a-fait satis- 
faisante mais elle ne permet pas de preparer des capsules ayant 
une dimension submicronique, e'est-a-dire des capsules ayant une 
dimension nanometrique, dite nanoparticule. 

II a ete propose par ailleurs notamment par Couvreur 

20 et al dans Febs Letters (1977), 84, 323-326 des nanocapsules a 
paroi en polyacrylamide et par les memes auteurs dans J- Pharm. 
Pharmacol. (1979), 31_, 331-332 des nanocapsules a paroi de poly- 
methyle et polyethyle cyanoacrylate. Oe meme, il a ete propose 
dans EP-A-0 274 961 de preparer des nanocapsules formant des 

25 systemes coLLoidaux a base d"un copolymere chlorure de vinyl et 
acetate de vinyl, de polyisobutylcyanoacrylate, de L'acide poly 
(d,l) lactique ; par polycondensation BEESTMAN et al ont propose 
dans US-A-4 640 709 La preparation de spheres de petite taille 
dont Les membranes sont constitutes d'un materiel polymerique 

30 comme le polyuree, le polyamide, le polysulfonamide, le polyester, 
Le polycarbonate et le polyurethane. 

Cependant, bien qu'avec ces derniers documents on obtienne des 
capsules de taille nanometrique, un probleme majeur reside dans Le 
fait que ces particules ont generalement une mauvaise biocompati- 

35 bilite, une mauvaise biodegradation in vitro et in vivo, pouvant 
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conduire au stockage d'une forte concentration de particuLes dans 
certains organes, a une toxicite de certains monomeres ou de 
certains sous-produits de polymerisation ou de certains sous- 
produits de degradation et a une mauvaise protection des principes 

05 actifs lorsqu'ils ne sont qu'adsorbes a la surface des nano- 
particules donnant ainsi un effet retard insuffisant. 

Ainsi, la presente invention a pour but de resoudre le 
nouveau probleme technique consistant en la fourniture d'une 
solution permettant la fabrication de particules de dimension nano- 

10 metrique, dites nanoparticules, notamment sous forme de 
nanocapsules ou de nanospheres presentant une bonne 
biocompatibilite, une bonne biodegradation in vivo, une absence de 
toxicite ou une tr£s faible toxicite, ainsi qu'une tres bonne 
protection des pripcipes actifs et un effet retard signif icatif . 

15 La presente invention a encore pour but de resoudre le 

nouveau probleme technique enonce ci-dessus d'une maniere simple, 
peu couteuse, utilisable a l'echelle industrielle. 

La presente invention permet pour la premiere fois de 
resoudre ces problemes techniques d'une maniere simple, peu 

20 couteuse, fiable, utilisable a l'echelle industrielle et dans le 
domaine de la cosmetique, de la pharmacie, ou de 
L'agro-alimentaire, en obtenant des particules ou capsules de 
dimension submicronique, done de taille inferieure £ 1 pm, et 
notamment comprise entre 100 et 800 nanometres environ. 

25 Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention 

fournit un procede de fabrication de capsules de tres faible 
dimension, dites nanocapsules, a paroi a base de proteines 
reticulees, comprenant la preparation d'une emulsion desdites 
proteines et une reticulation desdites proteines par un agent 

30 reticulant comprenant des groupes reactifs capables de reagir avec 
les groupes reactifs desdites proteines, en particulier des groupes 
acylables, de maniere $ realiser une reaction de reticulation 
interfaciale entre les proteines et I'agent reticulant pour former 
des capsules dont la paroi est une paroi a base de proteines 

35 reticulees par I'agent reticulant, caracterise en ce que I'on 
prepare une emulsion tres fine desdites proteines en diminuant la 
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difference de viscosite entre les phases Liquides en presence. 

Selon une variante de realisation, ce precede est 
caracterise en ce qu'on diminue La difference de viscosity entre 
Les phases Liquides en presence par L'ajout d'un agent modificateur 

05 de viscosite dans I'une des deux phases. 

Selon une autre variante de realisation, ce procede est 
caracterise en ce que L'agent modificateur de viscosite est capable 
de modifier la viscosite d'au moins 4 fois et de preference d'au 
moins 10 fois, par rapport h la phase a laquelle ledit agent est 

10 ajoute. 

Selon une autre variante, ce procede est caracterise en 
ce que, dans le cas de la formation d'une Emulsion eau-dans-hui le, 
ledit agent modificateur de viscosite est ajoute ou substitue S la 
phase huileuse de maniere a augmenter la viscosite d'au moins 4 
15 fois par rapport a la viscosite de la phase huileuse utilis£e 
classiquement . 

Selon une autre variante, ce proedde est caracterise en 
ce que dans Le cas d'une emulsion hui le-dans-eau, on diminue La 
viscosite de la phase aqueuse soit en diminuant la proportion en 

20 proteine, soit en ajoutant un agent modificateur de viscosite 
dans La phase aqueuse (agent fluidifiant de viscosite) de maniere 
a diminuer sa viscosite et de preference d'au moins 4 fois par 
rapport a La viscosite de La phase aqueuse utilis£e classiquement. 

Selon une autre variante ce procede est caracteris£ en ce 

25 que I'on utilise comme proteine une proteine k effet filmogene, de 
preference choisie parmi Le groupe consistant d'une proteine 
animale telle que elastine, keratine, soie, albumine, proteines du 
lait, proteines de structure teLles que collagene, notamment 
collagene sans telopeptide ou atdlocollagene ou un glycosamino- 

30 gLycanne ; une proteine vegStale telle que proteine de ble, de 
mais, d'avoine, d'amande ; et une proteine issue du milieu marin 
notamment extraite de poissons, d'algues ou encore du plancton ou 
microplancton. 

Selon une autre variante ce procede est caracterise en ce 

35 
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que La proteine precitee a un poids moleculaire au moins egaL a 
50 000 Daltons, cette proteine etant utilisee seuLe ou en melange. 

Selon une autre variante, ce precede est caracterise en ce 
que La proportion de proteine dans La soLution d'Smulsion varie 

05 entre 0,1 et 5 % en poids par rapport au poids total de L'emulsion. 

Selon une autre variante ce precede est caracterise en ce 
que la proteine est tout d'abord dissoute dans une soLution 
aqueuse tamponee ayant un pH legerement basique, de preference 
compris entre environ 7,5 et environ 10,5. 

10 Selon une autre variante ce procede est caracterise en ce 

que I'agent modif icateur de viscosite precite est une huile 
visqueuse, en particulier choisie parmi L'huile de vaseline 
visqueuse, dont la viscosite est de preference d'au moins 80 cp, 
de preference encore d'au moins 200 cp ; ou un agent modif icateur 

15 de viscosite des huiles telles que le stearate de magnesium. 

Selon une autre variante ce precede est caracterise en ce 
que, lors de I'etape d 1 emulsion, on utilise un agent tensioactif 
ou emulsionnant capable de former une nanoemulsion, de preference 
du glycerol sorbitan hydroxyisostearate. 

20 Selon une autre variante ce procede est caracterise en ce 

que I'etape d'emulsion est realisee sous une agitation a effet 
cisaillant, de preference a au moins 20 000 tr/min, ou a effet de 
cavitation. 

Selon une autre variante ce procede est caracterise en ce 
25 que I'on realise une emulsion tres fine en passant l'emulsion dans 
un homogeneiseur sous une pression d'au moins 400 bars, cet 
homogeneiseur etant de preference une presse French. 

Selon une autre variante ce procede est caracterise en ce 
que La proteine precitee comprend du collagene. 
30 Selon une autre variante ce procede est caracterise en 

ce que la proteine precitee comprend de I'atelocollagfcne. 

Selon une autre variante ce procede est caracterise en ce 
que La proteine precitee comprend un melange d'atelocolLagene et 
de glycosaminoglycanne. 
35 SeLon une autre variante ce procede est caracterise en ce 

que I'une des phases contient un principe actif cosmetique ou 
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pharmaceutique, ou alimentaire, hydrosoluble, liposoluble, ou 
insoluble. 

Selon encore une autre variante de realisation, dans Le 
cas de I'emploi d'une substance active hydrosoluble, on utilise un 
05 rapport d'emulsif ication huile/eau voisin de 6. 

Selon une autre variante de realisation, pour le cas ou 
I'on utilise un principe actif liposoluble, on utilise une proteine 
& haut ou tres haut poids moleculaire, c'est-a-dire d'au moins 
50 000 Dattons, a une concentration telle que la viscosite de la 
10 solution obtenue soit faible, c'est-a-dire inferieure a 20 cp. 

D'autre part, dans ce cas, on prefere utiliser un rapport 
d'emulsif ication eau/huile voisin de 20. 

Par ailleurs, on emploie dans le cadre du procede, tout 
agent reticulant .bien connu de I'homme de I'art, tel que decrit 
15 notamment dans FR-A-2 642 329. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention couvre 
egalement les capsules de tres faible dimension, dites nano- 
capsules, caracterisees en ce qu'elles comprennent une paroi en 
proteine reticul£e, de preference preparees par le procede tel 
20 que precedemment defini. 

Puis representee selon un troisieme aspect, la presente 
invention couvre egalement une composition cosmetique, pharma- 
ceutique ou alimentaire, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
nanocapsules k paroi a base de proteines reticulees, de preference 
25 obtenues par le procede precedemment defini. De preference, ces 
nanocapsules contiennent au moins en partie un principe actif, en 
particulier un principe actif cosmetique, pharmaceutique ou 
alimentaire, hydrosoluble, liposoluble ou insoluble. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de 
30 I'invention apparaitront clairement a la lumiere de la description 
explicative qui va suivre faite en reference a divers exemples de 
realisation de I'invention donnes simplement a titre d'illustration 
et qui ne sauraient done en aucune facon Limiter La portee de 
I'invention. Dans les exemples, tous les pourcentages sont donnes 
35 en poids sauf indication contraire. 
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Exemple 1 selon I'invention 

Preparation de nanocapsule a paroi en proteines a base 
d ! un melange atelocollagene/glycosaminoglycannes 

05 a) Fabrication du melange necessaire 6 la fabrication des nano- 
capsules 

Ce melange est prepare selon une procedure decrite dans 
FR-A-2 642 329, exemple 1 etapes a) a c). 

- A partir de peaux de veaux fraichement abattus, le collagene est 
10 extrait puis les telopeptides sont eLimines pour obtenir de l'at6- 

locollagene. 

- A partir de cloisons nasales de veaux, le chondroitine 4 sulfate 
est extrait, dialyse puis lyophilise. 

- Les deux preparations precedentes sont avantageusement placees en 
15 tampon basique tel que carbonate ou phosphate ou tout autre 

substance permettant d'obtenir un pouvoir tampon entre 7,5 et 10,5. 

Puis les solutions sont melanges de maniere a obtenir par exemple, 

Les concentrations finales suivantes : 

Atelocollagfene : 1,6 % 

20 Chondroitine 4 sulfate : 0,6 % 

Carbonate de sodium anhydre : 4,8 % 

Parahydroxybenzoate de methyle : 0,4 % 

Eau permutee : Qsp 

Le pH de I'ensemble est porte entre 7,5 et 10,5, par 
25 exemple h 8,5, par ajout de HCl, 6N ou de NaOH,6N. 

Un kilo de cette solution ainsi pr£paree est utilise dans 

la suite de la fabrication. 



b) Preparation de I'agent reticulars 
30 400 g de chlorure de terephtaloyle sont broyes dans un 

mortier et sont rajoutes a 1 I de vaseline visqueuse CODEX. 
L'ensemble est agite par agitation mecanique. 



35 



c) Emulsif ication 

Dans une cuve inox refrigeree, sont introduits 6 I 
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d'huile de vaseline visqueuse CODEX d'indice de viscosite 250 cp 
et de preference 320 ml d'un tensioactif par exemple Le glycerol 
sorbitan hydroxyisostearate (Arlacel 780, ICI). L'ensemble est 
agitS pendant quelques minutes. 
05 La solution d'atelocollagene et de chondroitine sulfate 

preparee est alors ajoutee et I'emulsif ication est realisee en 
quelques minutes a 20 000 rpm a I'aide d'un Ultra-Turax . 

d) Reticulation 

10 La solution contenant I'agent rSticulant prepare a 

I'etape b est alors introduite dans l' emulsion- Les particules 
solides presentes dans celle-ci sont rajoutees egalement, et se 
dissoudront au cours du temps. 

Apres 5 min d'agitation a 20 000 rpm a I 'Ultra-Turax , la 
15 solution est mise sous agitation mecanique a vitesse de rotation 
reduite, pendant 18 h au moins. 

Les nanocapsules sont separees par contrifugation en 
discontinu et le surnageant est elimine (4000 rpm pendant 15 min). 

20 e) Lavages 

Les nanocapsules sont lavees par cinq solutions succes- 
sives d'une phase organique miscible avec I'huile de vaseline. 
Citons pour exemples le DRAG0XAT R (0RAGOCO), le HYRISTATE 
D'ISOPROPYLE CSTEARINIERIE DUBOIS), les triglycerides (STEARINERIE 
25 DUBOIS), etc. 

Au cours de chaque lavage, 100 ml de nanocapsules sont 
rajoutes a 500 ml de phase organique. L 1 ensemble est agite pendant 
quelques minutes puis centrifuge (4000 rpm pendant 15 min). 

Les nanocapsules obtenues peuvent etre mises en 
30 suspension par exemple dans des gels de proteine ou de polysaccha- 
ride, ou dans une phase huileuse. 

Exemple 2 de I 1 invention 

Preparation de nanocapsules contenant un principe actif 



35 hydrosoluble ou insoluble 
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On precede comme decrit a L'exempLe 1 si ce n'est qu'a La 
solution fabriquee en a) on peut rajouter de nombreux principes 
actifs, comme par exemple : 
Ex 2A : 64 g de 6LYCENTANE R (Bioetica) 
05 Ex 2B : 64 g de GINKGO BILOBA (ALban Mutter Int.) 
Ex 2C : 32 g de GLUCOSE (MERCK) 

Ex 2D : 32 g d'un acide amine tet que ta L-Glutamine 
Ex 2E : 32 g de CAFEINE (SIGMA) . 

10 Exempte 3 de I' invention 

Preparation de nanocapsules a paroi en proteines a base 
d'atelocottagene 

On precede comme decrit h t'exempte 1. Cependant, on 
utitise comme seute proteine macromoleculai re, t 'atelocol lagene a 
15 une concentration de 2 %. 

Exempte 4 de t' invention 
Nanocapsutes a L'etastine 

On procede comme decrit a t'exempte 1 si ce n'est que 
20 t'on utilise comme proteine de l'etastine. 

On peut egalement choisir une proteine parmi les 
proteines animates telles qu'elastine, keratine, soie, albumine, 
proteines du lait, les proteines vegetates telles que proteines de 
ble, de mais, d'avoine, d'amande ou Les proteines issus du milieu 
25 marin telles que collagene ou autres proteines extraits de 
poissons, proteines d'algues, microptancton. 

Exemple 5 de L' invention 

Tous les exemples decrits precedemment peuvent etre 
30 modifies en utilisant d'autres methodes d'emutsif ication. 

Ainsi, dans t'exemple 1 en particulier, t'etape d'emul- 
sification c) est modifiee et apres un teger brassage par agitation 
mecanique, t" ensemble est passe une ou plusieurs fois dans un homo- 
geneisateur haute pression. 
35 Les pressions uti Usees peuvent se situer entre 400 et 
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1000 bars mais se situent preferentiellement autour de 700 bars. 
Les homogeneisateurs simple et double effets peuvent etre utilises 
indifferemment mais les simples seront preferes pour des proteines 
tres filmogenes. 

05 Les exemples d'homogeneisateurs haute pression qui ont 

ete utilises sont le Lab 60 (APV), le SHL 05 (ALPHA-LAVAL), ou le 
S0DEXIM 2720 ou 2735 (S0DEXIM). Apres un traitement 
d'homogen^isation a 700 bars par exemple, on a obtient des 
nanocapsules ayant une dimension inferieure a 1 pm, comprise entre 

10 200 et 800 nanometres. 

De meme, d'autres appareils utilisant d'autres 
principes, peuvent egalement permettre I'obtention de forces de 
cavitation elevees. A I'aide de celles-ci, il est alors possible 

t D 

d'obtenir des nanoemulsions (exemples : S0NICATEUR BRANDS0N, 
15 S0N0LAT0R R de SONIC Corp.). 

Exemple 6 de I 1 invention 

Dans I'etape d'emulsif ication de I'exemple 1, on utilise 
un agent viscosant des huiles pour augmenter la viscosite de 
20 la solution d'emulsif ication par exemple le stearate de magnesium a 
une proportion de 2 % en poids. On obtient des nanocapsules de 
dimension comprise entre 200 et 800 nanometres. 

Exemple 7 

25 Preparation de nanocapsules contenant des actifs lipo- 

solubles 

a) A 250 ml de la solution decrite dans I'exemple 1 en a), on 
rajoute 750 ml d'eau demineralisee. 

30 b) On rajoute a 25 ml d'huile de bourrache, 5 ml de dichlorure de 
sebacoyle et on melange I'ensemble par agitation raecanique. 

c) Les solutions a) et b) sont additionnees en continu et envoyees 
dans un homogeneisateur haute pression du type Lab 60 (APV). Les 
35 pressions d'homogeneisation utilisees sont comprises entre 300 et 
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1000 bars, par exemple 800 bars, et plusieurs homog£neisations 
successives ont ete effectuees, avec des valves simple et double 
effets. Les spheres obtenues sont de taille inferieure h un 
micron, sont remarquablement stables et vu leur faible taille ne 
05 decantent pas dans un milieu dilue de stockage. 



Exemple 8 

Autres actifs liposolubles 

Dans Texemple 7, les 25 ml d'huile de bourrache peuvent 
10 etre substitues par : 

Ex 8a : 25 ml myristate d'ethyle 

Ex 8b : 25 ml myristate d'isopropyle 

Ex 8c : 25 ml d'huile de vaseline fluide 

Ex 8d : 25 ml d'oleate d'ethyle 
15 Ex 8e : 25 ml d'acetate de vitamine E 

Ex 8f : 25 ml de benzoate de benzyle. 

Exemple 9 

Test d'objectivation 

20 Relargage in vivo d'une substance encapsulee dans des 

nanocapsules selon l' invention par rapport a des microcapsules. 

Les resultats des tests d'objectivation les plus convain- 
cants fournis par les nanocapsules sont incontestablement ceux lies 
a une modification de la distribution spatio-temporelle de la 

25 substance active- Cette modification peut etre liee a la taille des 
particules qui sont alors specif iquement vehiculees dans certaines 
parties de l ! organisme (systeme reticuloendothelial, tissus 
hepatiques), mais elle peut etre egalement liee au role de 
reservoir a actifs que peuvent jouer les nanocapsules. Dans ce 

30 dernier cas, un relargage temporise de l f actif peut permettre 
d'atteindre une forte biodisponibi lit^ du principe actif, une assi- 
milation plus intense, ainsi qu"une elimination beaucoup plus 
progressive des dechets issus de la metabolisation du principe 
actif - 

35 L'etude comparative decrite ci-dessous a perrais aux 



2683159 

12 

inventeurs d'evaluer La presence et L'intensite de I'effet retard, 
obtenu avec des capsules de tailLe micrometrique et avec des 
capsuLes de taiLLe nanometrique selon l' invention. 

a) MaterieLs et methodes 
La peau dorsale de rats (WISTAR males, environ 300 g), a 

ete traitee a I'aide d'une emulsion eau dans huile, la phase 
huileuse etant de L'huile de vaseline visqueuse codex d'indice de 
viscosite d' environ 250 cp (TISCCO) et la phase aqueuse £tant 
representee par L'une ou I'autre des solutions ci-dessous : 

- un melange collagene/glycosaminoglycanne (en abrege Coll/GAG) 
renfermant de L'acide para-aminobenzoique radioactif (PABA*) 

- des microcapsules de type A renfermant du PABA* (taille moyenne 
50 jjm) telles que preparees selon la methode decrite a I'exemple 1 
du brevet FR-A-2 642 329 

- des nanocapsules renfermant du PABA* (taille comprise entre 100 
et 800 nm) preparees selon la methode de I'exemple 1 ci-dessus. 

Apres application sur une surface constante, du produit a 
tester, la liberation de I'acide a ete suivie par mesure de la 
radioactivity contenue dans I'urine recoltee quotidiennement pour 
chaque animal. 

Pour chacune des trois solutions decrites ci-dessus, deux 
rats ont ete traites par 0,3 g d' emulsion, possedant une radio- 
activite sp^cifique voisine de 3-10 6 cpm/g dans le cas de la 
solution collagene/GAG et des microcapsules, et voisine de 
6.10^ cpm/g dans le cas des nanocapsules de l' invention. 

b) Resultats 

Apres application du compose radioactif, encapsule ou non 
30 encapsule. La radioactivite a ete mesuree chaque jour dans I'urine 
des rats. Les courbes raontrant Involution de cette radioactivite 
en fonction du temps (en jours) sont representees sur la figure 1. 

Les valeurs rapport£es sur ce graphique representent la 
radioactivite mesuree dans les urines, divisee par La radioactivity 
35 totale recuperee dans les urines et dans La peau. Cette radioacti- 
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vite totale recuperee est comptabi Usee apres les 17 jours de 
mesures et apres sacrifice des animaux. 

Ce graphique decrit I'effet retard observe avec Les 
microcapsules et Les nanocapsules sur Le ralargage du PABA*. Le 

05 fort reLargage des premiers jours, constate avec la solution de 
collagene/GAG est moins intense avec les microcapsules et tres 
faible avec les nanocapsules. Le PABA* s'elimine beaucoup plus 
lentement lorsqu'il est encapsul£ dans Les microcapsules et encore 
moins rapidement lorsqu'il est encapsule dans les nanocapsules. 

10 17 jours apres le traitement, Les rats sont sacrifies, 

La peau ayant recue l 1 application est hydrolysee, puis la radio- 
activite est mesuree. Les resultats obtenus ont ete rassembles dans 
la figure 2 et montrent que La radioactivite contenue dans Les 
tissus cutanes est faible (voisine de A %) Lorsque Le PABA* n'a pas 

15 ete encapsule, beaucoup plus forte (voisin de 10 %) lorsque des 
microcapsules ont ete uti Usees, et encore plus intense (> 20 %) 
lorsque des nanocapsules ont encapsule La substance radioactive. 

Cette difference tres nette a ete confirmee dans une 
autre experience qui a ete menee ou des rats nus males de 300 g 

20 ont ete utilises dans le mime type d' experimentation. 

c) Conclusions 

- La vitesse d'elimination de la radioactivite retrouvee 
dans Les urines etant directement reliee a la vitesse de 

25 L'absorption cutanee, tout retard dans I 'elimination peut §tre 
considere comme etant du a I'effet retard des spheres encapsulant 
L'element radioactif. Cet effet retard constate in vivo sur le rat 
est tres net avec des microcapsules de 50 pm mais est encore plus 
intense avec des nanocapsules (dont la taille varie entre 800 nm et 

30 100 nm). 

- La radioactivite mesuree au niveau du tissu cutane, 
apres application d'un element radioactif, encapsule ou non, est 
une mesure de la biodisponibi lite de cet element, c'est-a-dire de 
sa capacity a etre integre dans le metabolisme cutane. Apres appli- 
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cation d'une quantite trop forte de PABA*, l' elimination est tres 
rapide, les tissus cutanes ne pouvant accepter qu'une fraction 
aliquote du produit applique. 

Lorsque des microcapsules ou des nanocapsules sont 
05 uti Usees, il y a relargage temporise de PABA qui peut alors etre 
metabolise en de plus grandes quantites dans les tissus cutanes. 

C'est ce que L'on observe avec les nanocapsules de 
I'invention et dans une moindre mesure avec les microcapsules. 

Si la taille des capsules est suf f isamment petite pour 
10 qu'il n'y ait pas eclatement lors de I'application (diametre 
inferieur a 100 f/m), il est done possible d'obtenir grace aux nano- 
capsules une amelioration de la biodisponibi lite des actifs cosme- 
tiques. 

La presente invention couvre tous les moyens constituent 
15 des equivalents techniques des moyens decrits. En particulier, dans 
la description et les revendi cations, le mot "nanocapsule" n'est 
pas limite a des capsules proprement dites raais couvre des spheres 
ou des particules dont la dimension est nanometrique. 
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REVENDICATIONS 

1- Precede de fabrication de capsules de tres faible 
dimension, dites nanocapsules, a paroi a base de proteines 
reticulees, comprenant La preparation d'une emulsion desdites 

05 proteines et une reticulation desdites proteines par un agent 
reticulant comprenant des groupes reactifs capables de reagir avec 
les groupes reactifs desdites proteines, en particulier des groupes 
acylables, de manifere a r£aliser une reaction de reticulation 
interfaciale entre les proteines et I'agent reticulant pour former 

10 des capsules dont La paroi est une paroi a base de proteines reti- 
culees par I'agent reticulant, caracterise en ce que I'on prepare 
une emulsion tres fine desdites proteines en diminuant la 
difference de viscosite entre les phases liquides en presence. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
15 qu'on diminue la difference de viscosite entre les phases liquides 

en presence par L'ajout d'un agent modificateur de viscosite dans 
I'une des deux phases. 

3. Procede selon La revendication 2, caracterise en ce 
que I'agent modificateur de viscosite est capable de modifier la 

20 viscosite d'au moins 4 fois et de preference d'au moins 10 fois, 
par rapport a la phase a laquelle ledit agent est ajout6. 

4. Procede selon I'une des revendi cations 2 a 3, caracte- 
rise en ce que dans le cas de la formation d'une emulsion eau-dans- 
huile, ledit agent modificateur de viscosite est ajoute ou 

25 substitu§ a la phase huileuse de maniere a augmenter la viscosite 
d'au moins 4 fois par rapport a la viscosite de la phase huileuse 
utilisee classiquement. 

5. Procede selon I'une des revendications 2 a 4, caracte- 
rise en ce que dans le cas d'une emulsion hui le-dans-eau, on 

30 diminue la viscosite de la phase aqueuse soit en diminuant la 
proportion en proteine, soit par L'ajout d'un agent modificateur 
de viscosite de maniere k diminuer sa viscosite, de preference 
d'au moins 4 fois, par rapport a la viscosite de la phase aqueuse 
utilisee habituellement. 

35 6- Proc§de selon I'une des revendications 1 a 5, carac- 
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teris6 en ce que L 1 on utilise comme proteine une proteine a effet 
filmogene, de preference choisie parmi Le groupe consistant d'une 
proteine animate telle que £lastine, keratine, soie, albumine, 
proteines du lait, proteines de structure telles que collagene, 
05 notamment collagene sans t£lopeptide ou atelocollagene ou un 
glycosaminoglycanne ; une proteine vegetate telle que proteine de 
ble, de mais, d'avoine, d f amande ; et une proteine issue du milieu 
marin notamment de poissons ou d'algues ou encore du plancton ou 
microplancton. 

10 7. Proced£ selon la revendication 5 ou 6, caracterise 

en ce que la proteine precise a un poids moleculaire au moins 
egal a 50 000 Daltons, cette proteine etant utilisee seule ou en 
melange. 

8- Procede selon I'une des revendications 1 a 7, carac- 
15 terise en ce que la proportion de proteine dans La solution 
d'emulsion varie entre 0,1 et 5 % en poids par rapport au poids 
total de I'emulsion. 

9. Procede selon I'une des revendications 1 a 8, carac- 
terise en ce que la proteine est tout d'abord dissoute dans une 

20 solution aqueuse tampon£e ayant un pH l£gerement basique, de 
preference compris entre environ 7,5 et environ 10,5. 

10. Procede selon I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que I'agent modificateur de viscosite precitee 
est une huile visqueuse, en particulier choisie parmi I'huile de 

25 vaseline visqueuse, dont la viscosite est de preference d'au moins 
80 cp, de preference encore d'au moins 200 cp ; ou un agent modi- 
ficateur de viscosite des huiles tel que le stearate de 
magnesium. 

11. Procede selon I'une des revendications 1 a 10, carac- 
30 terise en ce que, lors de I'etape d'emulsion, on utilise un agent 

tensioactif ou emulsionnant capable de former une nanoemulsion, 
de preference du glycerol sorbitan hydroxyisostearate. 

12. Procede selon I'une des revendications 1 a 11, carac- 
terise en ce que I'etape d'emulsion est realisee sous une agitation 

35 a effet cisaillant, de preference a au moins 20 000 tr/min, ou a 
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effet de cavitation. 

13- Procede selon l'une des revendi cations 1 S 12, carac- 
terise en ce que I'on realise une Emulsion tres fine en passant 
I'emulsion dans un homogeneiseur sous une pression d'au moins 

05 400 bars, cet homogeneiseur etant de preference une presse French. 

14- Procede selon l'une des revendications precedentes, 
caract£rise en ce que la proteine precitee comprend du collagene. 

15- Procede selon l'une des revendications 1 k 14, carac- 
terise en ce que la proteine precitee comprend de I'ateiocollagene. 

10 16. Procede selon l'une des revendications 1 a 15, carac- 

terise en ce que la proteine precitee comprend un melange d'atelo- 
collagene et de glycosaminoglycanne. 

17- Procede selon l'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce ( que l'une des phases contient un principe actif 

15 cosmetique, pharmaceutique ou alimentai re, hydrosoluble, lipo- 
soluble ou insoluble. 

18. Procede selon l'une des revendications 1 k 17, carac- 
terise en ce que lorsque le principe actif est hydrosoluble ou 
insoluble, on utilise un rapport d'emulsion huile/eau voisin de 6. 

Z0 19. Procede selon l'une des revendications 1 a 17, carac- 

terise en ce que lorsque le principe actif est liposoluble, on 
utilise un rapport d'emulsion eau/huile voisin de 20. 

20. Procede selon l'une des revendications 1 a 17, 19, 
caracterise en ce qu'on utilise une proteine a haut poids molecu- 

25 laire au moins egale k 50 000 Daltons, la concentration de la 
proteine est telle que la viscosity de la solution aqueuse obtenue 
soit relativement faible. 

21. Capsule de tres faible dimension, dite nanocapsule, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une paroi en proteine 

30 reticulee et presente une dimension inferieure a 1 /urn, de 
preference prepare par le proced£ selon l'une quelconque des 
revendications precedentes - 

22. Composition cosmetique, pharmaceutique ou alimen- 
taire, caracterisee en ce qu'elle comprend des nanocapsules telles 

35 que preparees par le procede selon l'une quelconque des revendi ca- 
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tions 1 a 20, ou telles que definies a La revendication 21, de 
preference contenant un principe actif, cosmetique, pharmaceutique 
ou alimentaire, hydrosoluble, liposoluble ou insoluble. 



1/2 



2683159 




(•/.) HiiAiiovoiava 



2683159 



2/2 



o S g- 

— u c 

o 2 z 



0 B 




('/.) 31IAI10V0!QV« 



REPUBLIQUE FRANCHISE 



INSTITUT NATIONAL 
dela 

PROPR1ETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

etahli sur la base des dernieres revendications 
deposees avant le commencement de la recherche 



2683159 



N° ifenregistrement 
national 



FR 9113522 
FA 468911 



Categorie 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Citation da document avec indication, en cas de besoin, 
des parties pertfnentes 



JOURNAL OF CONTRDLED RELEASE 

vol. 14. no. 2, 1 Octobre 1990, AMSTERDAM 

pages 111 - 131; 

REZA ARSHADY: 'ALBUMIN MICROSPHERES AND 
MICROCAPSULES: METHODOLOGY OF MANUFACTURING 
TECHNIQUES 1 

AU-Ar495 261 (PHARMACEUTICAL SOCIETY OF 
VICTORIA AND PETER SPEISER) 



Revendications] 
concernees 
de lademande | 
examinee 



1 



3 

| 

m 



o 

O 

0* 



D*a fsUvEnetf de U ntkoda 
10 SEPTEMBRE 1992 



DOMAKNES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Int. Q.5 ) 



B01J 
A61K 



PYFFEROEN K. 



CATEGORIE DES DOCUMENTS OTES 

X : particaiiereinent pertinent a bd seal 

Y : partiaiUejeinent pertinent en cambinaison avec on 

autre document de la meme categoric 
A : pertinent i rencontre d'ao mains une revendkatinn 

on amere-plan technologjqne general 
O : divulgation non-ccrite 
p * jru-nmeni fatcrcalarre 



T : theorie on priorine i la base de Hnventitm 

E : docmertde brent benefidant d'une date anterienre 

i U date de depot et qui n'a etc publie q^a cette date 

de depot on atfi one date posterieure, 
D : cite dans la demand* 
L : cite poor fantres ratsoss 



& : aeabredeUneiieraiame, docunient ccarespondant 



